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【目的】 
がん抑制遺伝子産物 p53 は DNA 傷害を含むゲノムストレス時に活性化・安
定化され、細胞周期停止による DNA 修復や DNA 傷害が重度な際のアポト
ーシス誘導を引き起こす。さらに p53 が幹細胞の分化や体細胞の脱分化プ
ロセスの制御にも関わることも近年明らかになってきている。p53 の標的遺
伝子は、タンパク質をコードする遺伝子のみならず、タンパク質をコード
しない遺伝子、いわゆる非コード RNA （ncRNA）にも及ぶことが明らかに
なっている。ncRNAs の中でも 200 塩基以上からなる長鎖非コード RNA
（lncRNA）は、RNA や RNA 結合タンパクとの相互作用を介して機能し、
標的遺伝子の発現を直接的あるいは間接的に制御し、様々な生理機能や病
態に関連する。p53 下流シグナルの中でアポトーシス促進性あるいは抵抗
性に機能する lncRNAが報告される一方で、幹細胞制御に関わる p53誘導性
lncRNA は、未だ十分に解明されていない。本研究は、ヒト ES 細胞を対象
にゲノムストレス時に p53 依存的に誘導される lncRNA の同定とその機能的
役割の解明を目的とした。 
【方法】 
	 ヒト ES 細胞における p53 依存性 DNA 損傷応答シグナルを検証する目的
で、ゲノム編集技術 CRISPR / Cas9 システムを用いて p53 欠失 ヒト ES 細胞
（p53KO_hES）を作成した。WT ヒト ES 細胞（WT_hES）と p53KO_hES に
5-フルオロウラシル（5-FU）とドキソルビシン（DOX）やダウノマイシン
（DNR）を投与し、5-FU は 8 時間後の 24 時間後に、DOX と DNR は 8 時間
後に細胞を回収し、total RNA を抽出した。 
	 RNA sequencing 法を用いた網羅的遺伝子発現解析から、p53 依存的に誘導
され、かつ機能が明らかにされていない lncRNA を解析対象として選択し
た。新規 p53 誘導性 lncRNA がヒト ES 細胞内で実際に転写されていること
を確認するため、1st strand cDNA ライブラリーを用いた conventional PCR
を行った。 
	 生化学的な性質の検討として、WT_hES および p53KO_hES に 5-FU(10
〜1000μM)や MDM2 阻害薬である Nutlin-3a(3〜50μM) を用いて、これ
らの lncRNA の p53 誘導性をより詳細に評価した。またヒト ES 細胞内にお
ける局在を評価するため RNA-FISH および細胞分画法を行った。RNA-FISH
では、サブクローニングした各 lncRNA の全長を含む PCR 産物を鋳型に in 
vitro transcription により DIG 標識 RNA プローブを合成し、定常状態あるい
は 5-FU 投与後の WT_hES にハイブリダイズした。 
	 さらに、LOC644656 に関して機能解析と作用メカニズム解析を行った。
まず、CRISPR/Cas9 システムにより LOC644656 欠失ヒト ES 細胞
（LOC644656KO_hES）を作成した。具体的には、LOC644656 を標的とし
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た 3 種類の gRNA 配列を Cas9 遺伝子発現ベクター(pSpCas9(BB)-2A-GFP)
にそれぞれクローニングし、それらを共導入した後に FACS にて GFP ソー
ティングを行い、3日後に一部の細胞に5-FU投与した後に回収し、RNA抽
出を行った。RNA sequencing 法による網羅的遺伝子発現解析から、
WT_hES と LOC644656KO_hES とで発現量が異なる遺伝子群を抽出し、
Gene Ontology 解析（GO 解析）を行った。最後に、作用メカニズム解析に
はRNA pulldown assay及び液体クロマトグラフィー質量分析法によるインタ
ラクトーム解析を行った。RNA pulldown assay には LOC644656 の sense 鎖
（読み出し配列）と antisense 鎖に相当するビオチン標識 RNA を in vitro 
transcription によりそれぞれ合成し、5-FU 投与後の WT_hES のライセート
を用いた。 
【結果・考察】 
	 p53KO_hESはDNA傷害に対し顕著なアポトーシス抵抗性を示した。RNA 
sequencing の主成分解析から、p53 の有無（おそらくアポトーシス誘導の有
無を反映）や、薬剤の作用機序がDNA傷害後の遺伝子発現プロファイル変
化に大きく影響することが推察された。さらに、発現変動解析（DEG 解析）
から導かれた、各種DNA傷害（5-FU、DOX、DNR）に共通して p53依存的
に発現が増加する 1577 遺伝子には、p53 シグナル経路が最も有意に含まれ
ており、今回の実験系が p53 依存的制御を受ける lncRNA の同定に適した
ものであることが裏付けられた。この結果と一致して、p21 や PIG3 を含む
多くの既知の p53 下流遺伝子が WT_hES においてのみ DNA 傷害により有
意な遺伝子発現誘導を示すことを確認し得た。さらに 1577 遺伝子の GO 解
析では、このDNA傷害モデルにおいて細胞増殖制御やアポトーシスのみな
らず、分化関連シグナルも有意に含まれていることが示された。 
	 この DNA 傷害モデルから、DEG 解析を組み合わせることにより新規
p53 誘導性 lncRNA のスクリーニングを行った。5-FU 投与 24 時間の
WT_hESと p53KO_hESを比較した場合のDEGは 338の lncRNAを含む 5948
遺伝子であり、WT_hES において 5-FU 投与（24 時間）有りまたは無しの
サンプルを比較した場合の DEG は 528 の lncRNA を含む 9553 遺伝子であ
った。これらに共通する発現増加遺伝子は 226 の lncRNA を含む 2471 の遺
伝子で、発現減少遺伝子は 42 の lncRNA を含む 2345 の遺伝子であった。そ
の中には NEAT1、TP53TG1 および PURPL などの既知の p53 誘導性 lncRNA
が含まれていた。RNA sequencing read のマッピング情報なども含めた検討
から、ヒト ES 細胞における新規の p53 誘導性 lncRNA として LOC644656、
C11orf72および LINC01480を見出した。いずれの新規 p53誘導性 lncRNAに
関しても、 cDNA ライブラリーを用いた conventional PCR において、それ
ぞれの全長に一致する大きさの増幅断片が特異的に得られていることが電
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気泳動で確認され、WT_hES において転写産物として実際に存在すること
が示された。またこれらの lncRNA は既知の p53 下流遺伝子と同程度に、
WT_hES において 5-FU 及び Nutlin-3a によって用量依存的に誘導され、
p53KO_hES では誘導されないことを確認した。 
	 RNA-FISHによる細胞内局在解析では、LOC644656は発現量が少ないた
めシグナルは弱いものの、定常状態では核内外に同程度のシグナルを認め
るのに対し 5-FU投与後ではいくらか核内のシグナルが強い傾向を認めた。
C11orf72 は顕著な核内シグナルを認め、5-FU 投与後の WT_hES では核内
シグナルがより増強した。一方 LINC01480 は、定常状態では一部の細胞で
認められた核内シグナルが 5-FU投与後にはより多くの細胞でより明瞭な核
内シグナルとして認められた。いずれの lncRNA も 5-FU 投与後の WT_hES
では核内に局在、蓄積することが示唆された。一方細胞分画法による細胞
内局在解析では、LOC644656 が定常状態では細胞質、核質、クロマチンに
ほぼ均等に存在し、Nutlin-3a 投与後では全体の約 5 割がクロマチン局在を
示した。C11orf72 と LINC01480 は定常状態、Nutlin-3a 投与後いずれにお
いての 8 割以上が核内局在を示した。これらの結果は RNA-FISH の結果と
矛盾しないと考えられた。 
	 LOC644656 は、DNA 傷害によりその局在がクロマチン分画優位に変化し
たことから、DNA 損傷応答シグナルとしての p53 活性化を介した遺伝子発
現制御に関与している可能性があると推察した。定常状態の WT_hES と
LOC644656KO_hES とでは、OCT や NANOG といった多能性遺伝子の発現
量に有意な変化を認めないが、約 1300 の遺伝子に発現差を認めた。その中
には発達や細胞増殖に関わる遺伝子が有意に含まれていた。一方 5-FU投与
後の WT_hESと LOC644656KO_hESとでは、約 2600 の遺伝子に発現差を認
め、RNA 合成に関わる GO が最も有意に検出され、発達や細胞増殖に関わ
る GO も有意に含まれていた。特に、48 遺伝子からなる前後軸の決定に関
わる遺伝子群に関してはそのうち 45 遺伝子が LOC644656KO_hES で発現量
が増加しており、なかでも発生初期に重要な転写因子をコードするホメオ
ボックス遺伝子群が多く含まれていた。これらの結果から、LOC644656 は
通常定常状態で発生過程の遺伝子発現を調節し、DNA 損傷応答下では
RNA 生合成過程を優先的に支配する方向に変化することが示唆された。 
	 さらに LOC6446456 のインタラクトーム解析から、LOC644656 の sense
鎖に結合したタンパク群には RNA の局在化や ncRNA の代謝プロセスに関
わるタンパク質が含まれており、LOC644656 が RNA 調節タンパクとの相
互作用を介して RNA 合成遺伝子を調節することが示唆された。さらに細胞
周期やアポトーシス、転写後調節、ストレス応答に関わるタンパク群とも
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相互作用することが示され、LOC644656 の作用機序として種々の分子との
相互作用を介して、53 依存的 DNA 損傷応答シグナルにおける遺伝子発現
制御に機能すると考えられた。 
【結語】 
	 p53 は複数の lncRNA を調節し、ヒト ES 細胞のゲノムストレス応答に機
能的な役割を果たすことが示された。 
 
 
 
